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(57) L'invention concerne le clonage et I'expression du 
gSne codant pour Fenzyme malolactique de Leuconostoc 
oenos dans un microorganisme-hote de preference capa- 
ble doperer simuitanement la fermentation alcoolique et la 
fermentation malolactique des vins. de maniere a ce que 
au moins 80% et de preference au moins 90% de I'acide 
malique present soit degrade en acide lactique. Le microor- 
ganisme transforme appartient de preference a I'espece 
Saccharomyces cerevisiae et plus particulierement aux 
souches de cette espece possedant un transport trans- 
membranatre ameliore du malate, ce caractere ayant ete 
acquis spontan 'ment ou par clonage d'un gen codant 
pour une malate permease. L'invention concerne egale- 
ment le clonage et I'expression du gene codant pour la ma- 
late permease de Leuconostoc oenos. 
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LEVURES ET BACTERIES TRANSFORMEES POUR OP^RER 
LA FERMENTATION MALOLACTIQUE DANS LES VINS 

L' ob jet de la presente invention est relatif k des 
souches de bacteries ou de levures transferees de xnani&r 
k operer la fermentation malolactigue dans les vins. 

La fermentation malolactigue fait suite k la 
fermentation alcooligue r£alis£e par les levures 
Saccharomyces cerevisiae dans la production de diff6rents 
types de vins. Cette fermentation correspond k la 
decarboxylation en une seule etape du L-malate en 
L-lactate et CO2. Elle a pour consequences une diminution 
de l'acidite du vin, de favoriser la stability microbienne 
par epuisement des substrats et en general d'am£liorer la 
quality organoleptique du vin, bien que dans certains cas, 
cette fermentation bacterienne associee se revfcle nefaste 
en raison des autres metabolites qu'elle produit. 

Les bacteries lactiques des genres Leuconostoc, 
Lactobacillus, Pediococcus et Lactococcus sont capables de 
r6aliser cette fermentation. Toutefois en milieu vin, 
l'esp&ce Leuconostoc oenos est la mieux representee en 
raison de ses proprietes physiologiques telles que son 
caract&re acidophile et sa resistance k de fortes 
concentrations d'ethanol. L 'enzyme malolactique d 
Leuconostoc oenos pr6sente done un int6r§t tout 
particulier compare aux enzymes malolactiques des 
bacteries lactiques de niches ecologiques diff6rentes et 
moins acidophiles comme par exemple Lactococcus. 

Far opposition k la fermentation alcoolique qui est 
maitrisee, 1* initiation de la fermentation malolactiqu 
est une etape mal contr616e en vinif ication. Lorsque cett 
fermentation est desiree, un ensemencement k l'aide de 
bacteries seiectionnees s * avere necessaire. Cependant c 
processus, qui n'est pas tou jours efficace, st 
relativement co&teux t necessit une periode d' adaptation 
complexe et longu du ferment au milieu vin. 

L* enzyme malolactique a ete purifiee k partir des 
souches de Leuconostoc mesenteroides , Leuconostoc oenos. 
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Lactobacillus plantarvm et Lactococcus lactis. II s'agit 
d'une proline multim^rique constitute de deux u quatr 
sous-unites de 60 a\ 70 kDa. La reaction enzymatique 
necessite du NAD et du Mn 2+ et coinprend un stade de 
5 decarboxylation du L-malate en pyruvate avec reduction du 
NAD et ensuite la transformation du pyruvate en L-lactate 
avec reoxydation du NADH en NAD. Chez Leuconostoc oenos, 
1' enzyme malolactique a un poids moleculaire apparent de 
60 kDa et un point isotlectrique egal a 4,8. Le pH optimal 

10 de 1" enzyme se situe aux alentours de 5,5. Ces propri6t6s 
physico-chimiques montrent que cette enzyme est tout a 
fait adaptee aux conditions de croissance des 
microorganismes a pH acide. En effet, il a ete montre" que 
le pH interne, dans les conditions physico-chimiques du 

15 vin des levures oenologigues de l'espece Saccharomyces 
cerevisiae et de la bacterie Leuconostoc oenos avoisine 

une valeur de 5,6. 

La construction d'une souche de levure Saccharomyces 
cerevisiae capable de realiser les deux fermentations : la 
20 fermentation alcoolique et la fermentation malolactique, 
est un objectif ancien de la recherche. On peut citer a 
cet 6gard : 

- le brevet des Etats-Unis d'Amerique n° 4 472 502. 
Les inventeurs ont isole le gene malolactique d 

25 Lactobacillus delbrueckii et l'ont clone" dans une levur 
Saccharomyces cerevisiae. Celle-ci ensemenc6e dans un jus 
de raisin a transforme 1,5 % de 1' acide L-malique present 
en acide L-lactique, transformation insuffisante pour 
avoir un int6r§t pratique. 

30 - les demandes de brevet francais n° 93 06003 et 

93 06478. Les inventeurs ont isol6 et sequenc6 le gen 
malolactique de Lactococcus lactis et l'ont clone dans une 
levur Saccharomyces cerevisiae, les resultats obtenus 
conduisaient tou jours a une transformation faible et 

35 insuffisant de 1* acide malique. 

Jusqu'a maintenant, tous les essais d' isolation t 
de clonag du gene malolactique de Leuconostoc o nos, la 
bacterie lactique qui opere normalem nt la fermentation 
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malolactique dans les vins, avaient 6chou€. L'6ch c de c s 
travaux est notamment relate dans "Cloning of malic acid 
assimilating activity from Leuconostoc oenos in 
Escherichia coli n A. Lautensach and R.E. Subden, Microbios 
1984, 39 , 29-39. Jusqu'St maintenant, h notre connaissance f 
aucun g6ne de Leuconostoc oenos codant pour une protein 
d* interet 'biotechnologique n'avait 6t6 clone et sequence. 

un des objets de 1' invention est le clonage et 
l'expression du g£ne malolactique de Leuconostoc oenos. Un 
autre objet est son expression dans des souches de 
Saccharomyces cerevisiae susceptibles de d£grader au 
moins 80 % et de preference au moins 90 % de l'acide 
malique present. Un autre objet de 1' invention est 
l'expression de ce gfene dans des bact6ries lactiques, ou 
d'autres bacteries resistant & l'alcool et ne pr6sentant 
pas les ... inconv6nients des bacteries lactiques en 
vinification, ou encore la surexpression de ce g£ne dans 
Leuconostoc oenos. 

Une description plus detainee de 1' invention est la 
suivante. 

L 1 isolement du gfene malolactique et de la malate- 
permease associee a ete realise h partir de la souche de 
Leuconostoc oenos Lo 84-13 (Institut d'Oenologie de 
Bordeaux). II sera fait reference dans ce qui suit aux 
tableaux et aux figures dans lesquels : 

- le tableau 1 (annexe 1) indique les souches de 
microorganismes et les plasmides utilises. 

- le tableau 2 (annexe 2) donne 1' activity 
malolactique sp6cifique, en mg de L-lactate forme par mg 
de proteine, trouv6e dans la fraction proteique de 
minicellules d'E- coli AR 1062 aprfes precipitation & 60 % 
de sulfate d' ammonium pour 15 , 30 et 60 minutes 
d 9 incubation : 

pJF119EH : minicellules transformees avec le 
plasmide vide 

pJFED6 : minicellules portant 1 gfene MLEA de 
L uconostoc oenos. 
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- le tableau 3 (annexe 3) donne 1" activity 
malolactique de la souche de Saccharomyces cerevisiae 
RH 1Q0-4 transformed avec le plasmide vide pYeDPl/8-2 et 
le plasmide pYMLEA portant le gene MLEA de Leuconostoc 

5 oenos. 

- la, figure 1 decrit la carte de restriction des 
fragments d'ADN de Leuconostoc oenos Lo 84.13 insSrSs dans 
P J6D5 (insert de 5,5 kb) et pJ2C3 (insert de 3 kb) 
couvrant une region de 3001 pb portant le gene de 

10 structure MLEA de 1' enzyme malolactique et le gene de 
structure MLEP de la permease de l'acide malique (malate 
permease). 

- la figure 2 reprgsente la sequence nucleotidique 
SEQ ID n°i. de 3001 pb ainsi que la sequence polypeptidique 

15 dfiduite de cette sequence nucleotidique, de la region 
d'ADN de la souche Lo 84.13 de Leuconostoc oenos portant 
le gene de structure MLEA de 1' enzyme malolactique et le 
gene de structure MLEP de la malate permease. 

.- la figure 3 est un prof il 61ectrophor6tique de 

20 prolines radiomarquees au 35 S synthStisees dans les 
minicellules d'E.coli AR 1062 contenant pJF119EH 
(piste 1), pJFED6 en absence (piste 2) ou en presence 
d'lTPG (piste 3) ou pJFHD6 en absence (piste 4) ou en 
presence d'lTPG (piste 5).Le produit du gene MLEA est 

25 indique - par une fleche. La forme mature et les precurseurs 
de la B-lactamase et le produit d' expression du gene lacl^ 
sont egalement indiqu^s. Les nombres a gauche represented 
les poids mol6culaires standard. 

- ,1a figure 4 est un profil 61ectrophor6tique de 
30 proteines radiomarquees au 35 S, synthgtisees dans les 

minicellules d'E.coli AR 1062 contenant pJF119HE (piste 1) 
et pJFHC3 portant MLEP : sur prolines totales en absence 
d'lTPG (piste 2), et en presence d'lTPG sur prolines 
totales (pist 3), sur prolines p6riplasmiques (piste 4), 
35 sur prolines cytoplasmiques (piste 5) et sur prolines 
membranair s (piste 6). Le produit du gene MLEP est 
indique par une fleche. La forme mature et les precurseurs 
de la fl-lactamas et 1 produit d' expression du gene lad** 
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sont egalement indiqu£s. Les nombr s k droite repre sen tent 
les poids mol6culaires standard. 

- la figure 5 1 montre la cin6tique d*entr§e en 
fonction du temps du L-malate en nanomoles/mg de proteines 
5 dans des minicellules d'E.coli AR 1062 transfonn£es avec 
le plasmide vide pJF119HE (carr6 noir) et le plasmid 
pJFHC3 portant MLEP (losange noir). Les cinetiques ont 6t€ 
menses en presence de valinomycine 4^M. 

Les travaux de recherche ont abouti k l'obtention 

10 d'un fragment d'ADN de 3001 pb portant le g6ne de 
structure MLEA de 1' enzyme malolactique et le gdne d 
structure MLEP de la ma late permease. La partie codante du 
MLEA comporte 1626 nucleotides et code pour un polypeptide 
de 542 acides amines. La partie codante du gfene MLEP 

15 comporte 942 nucleotides et code pour un polypeptid 
de 314 acides amines. 

L' invention concerne d'une part toute fraction de 
l'acide nucieique precedent dont la sequence est roodifiee, 
dks lors que le polypeptide code par cette fraction 

20 d'acide nuclei que pr6sente au moins une activity 
enzyroatique malolactique ou une activity malate permease, 
ces sequences modifies etant reconnaissables par le fait 
qu'elles sont capables de s'hybrider en conditions 
stringentes avec tout ou partie de 1' AON SEQ ID n°l # ces 

25 conditions stringentes correspondant de preference k la 
recherche d'une homologie d'au moins 80 %. 

De telles modifications , de manidre non limitative, 
conduisent par exemple k des acides nucieiques variants 
qui se distinguent de l'acide nucieique de 1' invention par 

30 addition et/ou suppression d'un ou de plusieurs 
nucleotides et/ou modifications d'un ou plusieurs 
nucleotides. Toutes utilisations de la region promotrice 
ou d'un partie de cell -ci en vue d'exprimer un 
polypeptid chez les bacteries comme par exemple 1 s 

35 bacteries lactiques des genre Leuconostoc , Pediococcus, 
Lactobacillus et Lactococcus, ou d'autres bacteries 
alimentaires ou GRAS (Generally Recognised As Saf ), 
notamment les esp£ces Bacillus subtilis et Escherichia 



2736652 

- 6 - 

coli GRAS (ex. Escherichia coli K12) entr nt dans le cadre 
de cette invention. 

L ' invention a aussi pour objet toute sequence de 
polypeptide issue au moins partiellement de la sequence du 
5 polypeptide originel, des lors que la proline modifiee 
possede au, moins une propriety enzymatique malolactique ou 

malate permease. 

De maniere non limitative, des polypeptides entrant 
dans le cadre de 1' invention peuvent se distinguer de ceux 
10 definis dans la figure 2 par addition et/ou suppression 
d'un ou de plusieurs acides amines et/ou modification d'un 
ou plusieurs acides amines, par exemple par les process 
consistant : 

- a . traiter le polypeptide originel avec une 
15 protease clivant le polypeptide au niveau de sites precis. 

- a modifier le gene de structure par les outils de 
genie genetique (par exemple enzymes de restriction) afin 
d'obtenir un polypeptide tronqu6. 

L' invention a aussi pour objet tout acide nucleique 
20 recombinant comprenant au moins une sequence nucleotidique 
du type sus-indiqu«§ codant pour 1' enzyme malolactique 
associee et/ou la malate permease associee avec au moins 
un promoteur et/ou un terminateur de transcription reconnu 
par les polymerases de l'hote dans laquelle ledit acide 
25 nucleique recombinant est introduit. 

L' acide nucleique peut Stre maintenu sur un vecteur 
permettant 1' expression de 1' enzyme ou etre introduit 
directement dans le genome par des techniques de genie 
gen#tique- 

30 Les microorganismes h6tes dans lesquels 1* acide 

nucleique recombinant est susceptible d'etre introduit 
sont prSferentiellement des cellules procaryotes 
appart nant aux g nres Leuconostoc, Lactobacillus, 
Lactococcus, Enterococcus, Bacillus ou Esciierichia , mais 

35 peuvent etr aussi des eucaryotes comme les levures. 

Tout particulierement, 1 'utilisation d'un ferment 
compost de microorganismes, dans lesquels a 6t6 introduit 
un acide nucleique tel que dSfini ci-dessus en vue de 
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rgaliser la fermentation malolactigue dans des produits 
agro-aliraentaires et notamment les boissons f rmente s, 
fait partie de 1 1 invention. 

L' ob jet principal de 1 ' invention est 1" expression du 
5 g&ne de structure de 1' enzyme malolactique de Leuconostoc 
oenos dans des souches de Saccharomyces cerevisiae 
• trans fornixes ou non pour lesquelles 1 * entree de l'acide 
malique dans la cellule n'est pas un facteur limit ant & la 
transformation de l'acide malique present en acide 
10 lactique. 

De telles souches sont par exemple : 

- de preference des souches de Saccharomyces 
cerevisiae dans lesquelles a ete clone et s'exprime au 
moins un g&ne codant pour une malate permease, comme par 

15 exemple le g£ne codant pour la malate permease d 
Schizosaccharomyces pombe ou d'autres esp^ces de levures 
performantes dans 1 'utilisation du malate. On peut citer 
comme autre g&ne codant pour une malate permease celui d 
Leuconostoc oenos qui est un des objets de 1' invention. 

20 Ces transformations supposent que ces g£nes de structur 
ont ete mis sous promoteur fort de Saccharomyces 
cerevisiae comme par exemple les promoteurs PGK ou ADH1, 
et eventuellement en cas de transformation par un ou des 
g£nes de bacteries lactiques, que ceux-ci aient 6t6 

25 associes ou fusionnes avec une sequence signal dirigeant 
le produit d' expression vers les membranes ou avec un g&n 
codant pour une proteine membranaire 

- ou encore des souches de Saccharomyces cerevisiae 
pr6sentant un transport du malate soit par diffusion 

30 facilitee (mutant de permeation) soit du fait qu'elles 
possfedent des permeases d'acides organiques peu 
specif iques. De telles souches peuvent etre s61ectionn6es 
parmi les souches de Saccharomyces cerevisiae dites 
n d6maliquantes" capables de transformer une grande parti 

35 de l'acide maliqu en alcool, souches qui sont en g6n6ral 
trop deacidif iantes pour 1 'Elaboration des vins. 

De preference, tout s les transformations seront 
faites par integration de l'ADN recombinant codant pour 
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1 s propri6tes ajoutees et strictement limitees a c t ADN 
en absence de tout gene marqueur necrologue. L ' invention 
concerne, done specif iquement des souches de Saccharomyces 
cerevisiae trans formees pour exprimer a la fois au moins 
5 un gene codant pour une malate permease et au moins un 
gene codant pour 1' enzyme malolactique. L* invention vise 
6galement des bacteries transf ormees pour exprimer a la 
fois ces 2' types de genes. 

De plus 1' invention concerne aussi 1 ' exploitation de 
10 l'acide nucleique d6fini ci-dessus en vue d'une production 
de I' enzyme malolactique par un quelconque proc6d6 
biotechnologique a un niveau industriel. 

L' invention pourra etre mieux comprise a l'aide des 
exemples suivants qui ne sont pas limitatifs. 
15 exemple 1 isolement. s6aue ncaoe et identification 

A** o^nes >« ""P de Leuc<™*>s*oe oeaos 

1) Materiel et methodes 

a) Souches et plasmides utilises 

Les souches de microorganismes et les plasmides 
20 utilises pour le clonage des genes sont donn6s dans le 
tableau 1. 

La souche Leuconostoc oenos Lo 84-13 a 6t6 cultiv6e 
a 30 °C sur un milieu FT80 modifie - (Extrait de viande 5g/l; 
Extrait de levure 4g/l; KH 2 P0 4 0,6 g/1; KC1 0,45 g/1; 

25 CaCl 2 ,2H 2 0 0,13 g/1; MgS0 4 ,7H 2 0 0,13 g/1; 
MnS0 4 ,H 2 0 0,003 g/1; Tween 80 1 ml; Acide malique 10 g/1; 
D-fructose 4 g/1 et D-glucose 1 g/1). Escherichia coli TGI 
(Gibson, T.J., PD Thesis, Cambridge University 1984) 
et AR 1062 (D'Enfert et al, Embo J. 1987, 6, 3531-8) ont 

30 6t6 cultiv6s sur milieu Luria-Bertani (LB) ou sur milieu 
minimum M9 a 37 °C. Si necessaire, de l'ampicillin 
(50 pg/ml) ou de 1 ' erythromycine (200 vq/ml) sont ajoutSs 
dans 1 s cultures d'E.coli. La souche de levur RH100-4 
(Nuoff r t al., Mol. Cell. Biol. 1991, 11, 27-37) a 6te 

35 cultivee sur mill u YPD ou YPG (1 % d' extrait de 
levur , 2 % en bacto-peptone , 2 % glucose ou galactose) 
a 30 °C ou sur milieu semi-synthetique (0,67 % "yeast 
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nitrogen base" Difco sans acides amines, 2 % glucos ou 
galactos ). 

b) Clonage oollculaire et manipulation d'ADN 

Les plasmides ' et l'ADN chromosomique ont 6t6 
5 pr£par£s selon les techniques connues (Maniatis et al., 
Molecular cloning : A laboratory manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press 1982). La transformation des 
cellules d'E.coli a 6t$ r£alis6e selon une procedure 
standard au TSB (Chung et Miller, Nucleic acids res., 

10 1988, 16, 3580). La m£thode utilis6e pour la 
transformation de la levure est celle A l*ac6tate de 
lithium d6crite par Gietz et Schiestl, (Yeast 1991, 7, 
253-263). Les southern blots, les hybridations d'ADN et 
d'une fagon g6n6rale, toutes les autres techniques d 

15 Biologie Mol£culaire (PCR, analyse de restriction) ont 6t6 
r€alis€es comme d6crit par Maniatis et al. (ibid). 

c) Determination de la sequence d'ADN 

Les clones d'E.coli XL1 blue (Bullock et al, 
Biotechniques, 1987, 15, 376) mis en oeuvre pour 1 
20 s€quengage ont €t£ obtenus par sous -clonage de fragments 
d'ADN dans les plasmides de la f ami lie pBluescript. 

Les acides nucl€iques double brin ont 6t€ purifies A 
I'aide du Kit Qiagen - Tip 100 (Diagen) et d6natur6s 
pendant 4 minutes par chauffage A 100 °C puis rapidement 
25 refroidis dans 1' azote liquide pendant 45 secondes. Les 
reactions de sequence ont §t6 r€alis€es selon la m£thode 
de Sanger avec le Kit de s^quengage T7 de Pharmacia. 

Les sequences nucl6otidiques ont 6t£ d6termin£es sur 
les deux brins. 

30 2) Isolement des fragments d'ADN portant le cifene d 

structure de 1' enzyme malolactique et le cfene de structur 
de la malate permease 

a) C nstruction d la ban que g£nomiqu d 
L ucon stoc oenos et criblage de la banque 

35 L'ADN total de Leuconostoc oenos a 6t6 partiellement 

dig£r£ avec 1 'endonucl6ase Sau3A t s€par€ selon la taille 
sur gradient de saccharose 10-40 %. Les fractions 
contenant les fragments d'ADN de 5 A 10 kb ont 6t6 
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identifies sur gel d'eiectrophorese 0,6 % t utilises 
pour construire la banque g6nomique. 

Le. vecteur pJDC9 (Chen et Morrisson, Gene, 1988, 64 , 
155-64)' a ete dig6re par BamHl et dephosphoryle" au moyen 
5 de la phosphatase alcaline bovine (Boehringer). Le vecteur 
et 1 ' ADN g6nomique hydrolyse par BamHl ont ete ligatures 
selon un rapport molaire insert -vecteur 

d ' approximativement 3:1- Le melange ligature a 6t6 utilise 
pour transformer Escherichia coli TGI. 

10 Les clones de la banque (2990 clones) ont ete 

cultives sur membranes de nylon places sur boite de P6tri 
a 37 °C pendant une nuit. Les f litres portant les colonies 
sont traites pour lyser les cellules et l'ADN est denature 
et fixe a la membrane selon le protocole suivant: 

15 - Lyse avec SDS 10 % 

- Denaturation avec NaOH 0,5M; NaCl 1,5 M; 5 minutes 

- Neutralisation avec 0,2 M Tris pH 7.5, 2 x SSC 

2 fois 15 minutes 

- Digestion a la proteinase K, 100 /jg/ml 15 minutes 

20 a 37°C 

- Fixation de l'ADN 2 h a 80-85°C 

Le marquage de la sonde, les etapes d ' hybridation , 
de detection et de revelation sont realises avec le Kit 
DIG de marquage et de detection de Boehringer selon le 
25 protocole standard preconise par le fournisseur. 

b) Amplification par PCR et clonage des genes de 
structure de 1' enzyme malolactique et de la malate 
permease 

Deux amorces oligonucieotidiques degener6es ont ete 
30 synthetisees a partir de deux regions tres conservees 
presentes dans la sequence de proteines enzymatiques 
utilisant le NADH comme cofacteur et utilisant l'acide 
maliqu coram substrat. La premiere region de sequence 
Ile-Leu-Gly-X-Gly-Asp-y-Gly (ou X = He ou leu et Y = Trp, 
35 Gin ou leu) correspond au site d' attache du NAD a la 
proteine enzymatique. La seconde region corr spond a une 
sequence d'acides amines (Phe-Asn-Asp-Asp-Ile-Gln-Gly-Thr ) 
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tres conserv€e de fonction non encore connue trouv6 dans 
la famille d s nzymes maliques (malate dehydrogenase) . 

Les deux amorcep ont 6t6 utilis6es pour amplifier un 
fragment du g&ne de |1 ' enzyme malolactigue de Leuconostoc 
oenos h partir de l'ADN total isol6 de cette souche ; la 
taille du fragment amplif i6 est de 324 paires de bases. 

Les deux amorces (SEQ ID n°2 et SEQ ID n°3) de 24 
acides nucl6iques de sequence suivante ont 6t6 employees : 
SEQ ID n°2 : 5 ' -ATHYTNGGNATHGGNGAYTGGGGN-3 ' 
correspondant k la premiere region conserv€e 

- SEQ ID n°3 : 5 1 -NGTNCCYTGDATRTCRTCRTTRAA-3 ' 
correspondant & la seconde region conserv£e 

dans ces sequences, R = A ou G ; Y = C ou T j H a A, 
T ou C ; N s A, G, C ou T. 

L * amplification a 6t6 r£alis€e comrne suit : 

Amorce SEQ ID n°2 1,3 pi (20 pinoles) 

Amorce SEQ ID n°3 1,4 pi (20 pinoles ) 

Taq Buffer 10 x (Eurogentec) 10 pi 

Taq (Eurogentec) 0,5 pi (5 U/pl) 

dNTP (4 mM) 5 pi 

ADN Leuconostoc oenos 5 pi (50 ng) 
H2O 57 pi 

MgCl 2 25 (mM) 8 pi (2 mM) 
Conditions d 1 amplification : 

40 secondes a 92°C, 1 min h 37°C, 1 min £ 72°C 
pendant 35 cycles, sur amplif icateur Hybaid OmnigSne. 

Le produit d' amplif ication est analyst sur gel 
d' agarose 1,2 % et la bande correspondante (324 pb) 
pr61ev6e et purifiie par le Kit Prep A (Biorad). 

Apr 6s remplissage des extr€mit€s h la Klenow (BRL), 
le fragment amplififi a 6t6 dans un premier temps ligatur6 
au site Smal du plasmide pBluescript et s€quenc€ pour 
contrdle. 

Ce fragment interne du g&ne d 1* enzyme malolactique 
a 6t§ utilise comme sonde pour la recherche du gfene 
complet dans la banque g£nomique r£alis£e ch z Escherichia 
coli. 
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Des exp6ri nces d' hybridation sur colonies ont 
pertnis de , mettre en evidence 7 clones donnant un signal 
d' hybridation. 

Deux d'entre eux ont ete etudies de facon plus 
5 approfondie : lea clones TGI/pJ6D5 et TGI/pJ2C3 decrits 

dans la figure 1. 

3) se quence micieotidi g ue des aftnes MLEA e* MLEP et 
i^n+ification de leur pmduit d' expression 

La sequence d'une region de 3001 nucleotides a 6te 
10 determinee a partir de P J6D5 et P J2C3 dont les cartes de 
restriction sont presentees dans la figure 1. Cette 
sequence est indiquee figure 2 et notee comme SEQ ID n°l. 
Elle comporte 2 phases de lecture ouverte (ORF). 

Une analyse informatique avec PC-Gene et Geneworks a 
15 montre que la premiere phase de lecture ouverte a une 
taille de 1626 pb codant pour une proteine de 542 acides 
amines. Le codon d' initiation ATG est precede par un site 
possible de fixation de ribosome qui presente des 
similitudes de sequences avec les sequences consensus des 
20 RBS decrites chez E.coli et Lactococcus lactis. Le poids 
moieculaire pr6dit de la proteine codee par cette premiere 
phase est de 59 kDa et correspond a celui de la proteine 
purifi6e a partir de Leuconostoc oenos (Batterman et 
Radler, Can. J. Microbiol. 1990, 37, 211-7) estim6 sur gel 

25 SDS-PAGE a 60 kDa. 

De plus, le point isoeiectrique d6duit de la 
sequence proteique est de 4,55 et apparait tout a fait 
compatible avec celui determine par eiectrof ocalisation 
(pHi 4,8) a partir de la proteine de Leuconostoc oenos. 

30 Pour conf inner le clonage, des experiences en 

minicellules, permettant d 1 identifier les proteines cod6es 
par la fraction de DNA sequenc6e, ont ete entreprises. 
Pour ce faire, un fragment EcoRI-Sall de 2,7 kb issu de 
P J6D5 a ete ins6re dans les deux orientations sous le 

35 promoteur tac en utilisant les vecteurs d' expression 
pJF119EH t pJF119HE (Furste et al, Gene 1986, 48, 119- 
131) pour obtenir les plasmid s pJFED6 et P JFHD6. Ces 
plasmides ont servi a transformer une souch d' E.coli 



2736652 



- 13 - 

AR 1062. Le r£sultat est pr6s nt<§ figure 3. 
L 1 xp6rimentation a permis de mettre en Evidence chez 
E.coli le produit I d' expression du gfcne clon£ qui 
correspond bien 2h uiie prot€ine de poids mol6culaire 6gal 
h 60 JcDa. Une activity malolactique 10 fois sup£rieure k 
celle du tfimoin (tableau 2) a 6t§ 6galement mise en 
Evidence chez les minicellules exprimant le gfcne clon6. 

L* absence d'un signal d' arret de transcription aprfes 
la premiere ORF et 1' existence d'une seconde phase d 
lecture ouverte (ORF) de 942 nucleotides , d€tect€e au 
niveau du codon stop du premier ORF, sugg£rent 1* existence 
d'une structure op6ronique. La sequence de 314 acides 
amines d6duite de ce second ORF indique que ce g£ne cod 
pour une prot6ine de poids mol6culaire 34190 Da. Cette 
prot€ine poss&de 59 % de r€sidus non polaires et 41 % d 
r£sidus polaires dont 65 % sont basiques, donnant & la 
prot6ine un pi th€orique de 10,1. 

L f analyse informatique du second ORF comparativement 
aux protgines de sequence connue prgsentes dans les bases 
de donn€es, montre une similitude significative avec 
d'autres prolines membranaires . Le profil 

d * hydrophobicit6 de la prot£ine cod6e par ce second ORF 
montre une structure caract€ristique de protein 
membranaire qui a dgjd €t§ observ€e chez des transporteurs 
de glucose ou de citrate, avec des segments hydrophobes 
organises autour d'un noyau hydrophile. Le produit 
d' expression du g&ne de ce second ORF poss&de 10 segments 
hydrophobes entourant un noyau hydrophile de 24 acides 
amines. Cette organisation est typique des prot€ines 
catalysant le transport transmembranaire de composes 
organiques ou inorganiques. 

Un fragment Sall-Xbal de 1,6 kb issu de pJ2C3 a 6t6 
ins6r^ dans les 2 orientations, sous promoteur tac en 
utilisant les vect urs d' expression pJF119EH et PJF119HE 
pour obtenir les plasmides pJFEC3 et pJFHC3. Aprds 
transformation d'E.coli AR 1062, les minicellules portant 
pJFHC3 ont exprirae une prot€ine de poids mol6culaire 
apparent de 20 kDa qui a £t£ localis£e dans le cytoplasme 
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et dans 1 s membranes des minicellules (figure 4). Afin d 
determiner si le produit d' expression du gen du second 
ORF code bien pour une activite malate permease, des 
mesures de transport transmembranaire du L-malate ont 6te 
5 effectives sur minicellules. 

Les , minicellules ont ete incubees pendant 1 h en 
presence d'IPTG ImM afin d'induire 1' expression du gene 
malate permease suppose. Apres lavage en tampon phosphate 
50mM pH 4,5, les cellules sont concentrees a DOgoOnm = 5 

10 dans un tampon phosphate 50mM, lOmM MgS0 4 pH 4,5. De la 
valinomycine est alors introduite dans le milieu 
reactionnel en quantite suffisante pour obtenir une 
concentration finale de 4 jjM. Les minicellules sont 
incubees 5 minutes puis mises en presence de glucose 

15 (quantite suffisante pour obtenir 10 mM en concentration 
finale). Apres 1 minute d' incubation, 1,4 ycurie de 
L-malate radiomarque au 14 C est ajoute dans le milieu 
reactionnel. Les cinetiques de transport sont mesurees 
selon le protocole de Olsen et al (J. bacterid. 1991 , 173, 

20 6199-6206). La figure 5 montre que 1' entree du L-malate 
est nettement superieure chez les cellules transformers 
portant le gene du second ORF. Ce gene, nomine MLEP, code 
bien pour une proteine catalysant le transport 
transmembranaire de l'acide malique. 

25 ptbmpt.r a : Expression de 1' enzyme malolactique de 

r^nnoBostoe oenos chez la levure saccharomvces cerevisiae 

Dans le but d'etudier 1' expression du gene MLEA 
codant pour 1' enzyme malolactique de Leuconostoc oenos 
chez une souche de levure Saccharomyces cerevisiae, la 

30 souche RH100-4 a et€ choisie. Pour ce faire, la partie 
codante du gene MLEA a ete prealablement amplifi^e par PCR 
a partir du plasmide pJF119ED6, en utilisant des amorces 
incluant un site de restriction Kpnl ou ScoRI afin de 
facility le clonage ulterieur du gene dans les vecteurs. 

35 Les amorc s suivantes ont 6t6 utilisees : 

SEQ ID n° 4 : 5 ' -GTTCTTGgSTACfiAAATATGACAGATC-3 • 
SEQ ID n° 5 : 5 * -AAAGAATTCATTAGTATTTCGGATCCC-3 * 
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Les sit s Kpnl et EcoRI sont soulign€s. La PCR a 6t£ 
effectu6e selon le protocole d£crit plus haut, av c 1 s 
paramfetres suivants :| 1 min k 92 °C, 4 min k 30 °C et 3 min 
k 72°C. I 

Le gfcne MLEA a €t£ ins£r£ graces aux sites d 
restriction uniques introduit par PCR, dans le vecteur 
d' expression pYeDP 1/8-2 (Cullin et al., Gene, 1988, 65, 
203-17) et le plasmide recombinant pYMLEA ainsi obtenu a 
6t6 introduit dans la levure par transformation* Les 
trans formants ont €t€ select ionn£s sur milieu glucose 
d^pourvu d'uracile puis repiqu4s sur le meme milieu. 

L* activity malolactigue de la souche de levure 
RH100-4 transforms au moyen du plasmide pYMLEA portant 1 
gkne codant pour 1* enzyme malolactigue de Leuconostoc 
oenos a £t€ mesur£e par comparaison avec une souche t£moin 
transferase avec un plasmide vide (pYeDPl/8.2) . 

Les levures ont servi k inoculer un milieu YP6 k 
20 g/1 de galactose et 10 g/1 de L-malate. La culture a 
6t€ men£e k 30 C C, pH 3.1 pendant 48 h dans des fioles d 
Erlenmeyer agit§es. La teneur en L-malate r6siduel et la 
teneur en L- lactate forxng ont 6t£ me surds au temps 
initial, apr&s 24 h d' incubation et apr$s 48 h. Les 
rfisultats sont donn£s dans le tableau 3 oil R est 1 
rapport molaire L-lactate formg/L-malate consomme. C 
rapport est peu different de 1, signe gu'une activity 
malolactigue vraie s'est d6velopp6e. 

Les rdsultats du tableau confirment que la souche 
tranform£e portant le plasmide pYMLEA poss&de une activity 
malolactigue tr£s signif icativement sup€rieure k celle du 
temoin, mais encore loin du niveau n€cessaire dans la 
pratique, le facteur limitant 6tant la vitesse de 
p6n6tration du L-malate dans la cellule. 

En cons€quenc , les memes constructions ou des 
constructions similaires avec notamment des vecteurs 
integrabl s doivent etre r^alis^es sur des souches de 
Saccharomyces cerevisiae pour lesgu 11 s la penetration du 
malate n* st pas limit ante, par exemple : 
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- souches de Saccharomyces cerevisiae transform^ s 
avec le gene codant pour la malat permgas d 
Schizosaccharomyces pombe ou d ' autres especes de levures 
performarites dans 1* utilisation du malate, mis sous 

5 promoteur fort levure 

-souches de Saccharomyces cerevisiae transformers 
avec le gene MLEP codant pour la malate permease de 
Leuconostoc oenos sous promoteur fort levure, ce gene 
6tant de plus eventuellement associ6 avec une sequence 
10 signal de Saccharomyces cerevisiae dirigeant le produit 
d' expression vers les membranes ou fusionne avec. un gene 
codant pour une proline membranaire de Saccharomyces 
cerevisiae 

- souches de Saccharomyces cerevisiae dites 
15 "demaliquantes" capables de convertir l'acide malique en 

£thanol 

- souches de Saccharomyces cerevisiae poss6dant une 
ou des permeases mutees capables d'effectuer le transport 
transmembranaire des ions organiques de maniere non 

20 specifique 

1* ensemble de ces constructions relevant du travail 

normal de l'homme de l'art. 

Comme il resulte de ce qui precede, 1' invention 
n'est pas limited aux exemples et englobe notamment : 

25 _ Les souches de Leuconostoc oenos surexprimant, 

eventuellement de maniere deregulee, un ou plusieurs genes 
codant pour une malate permease et/ou une enzyme 
malolactique de maniere a rem6dier aux difficultes 
actuelles d'emploi de Leuconostoc oenos en vinif ication. 

30 - Les bacteries transformers exprimant au moins un 

gene codant pour une malate permease et/ou le gene codant 
pour 1" enzyme malolactique de Leuconostoc oenos. 

- Les souches de Saccharomyces cerevisiae 
trans formees de maniere a op6rer au moins 80 % et d 

35 preference au moins 90 % de la transformation d l'acid 
malique pr6sent dans les mouts servant a 1 'Elaboration de 
boissons fermentees comme par exemple le vin en acide 
lactiqu , t notamment les souches de Saccharomyces 
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cerevisia xprimant & la fois un ou plusieurs gfenes 
codant pour un malat permease et un ou plusi urs gdnes 
codant pour une enzymg malolactigue. 

- les proc€d€s Ide transformation desdites souches, 
les boissons ferment£es obtenues k partir desdites 
souches, la preparation d' enzyme malolactigue & partir 
desdites souches et les enzymes malolactiques ainsi 
produites 
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ANNEXE 1 
Tableau 1 . S uches at plasmldas utilises 



10 



15 



Souchas \ * 

E.cott TGI 

i 

Eco/iXU Blue; 
£.co// AR1062 



Leuconostoc oenos 
Lo 84.13 

2 0 Saccharomyces 
cerevisiae 
RH 100-4 



Caracteristiques 



supE hsd AS thiA Vac' proAB) 
F(traD36proAB + lacfl lacZ AM^b) 

supE 44 hsdR\ 1 recA1 endM 
thigyrAAS thilac' F[proAB+ lacft 
/acZAM15)Tn10(tet r ) 

F" thr leu era azi fhuA lacY tsx 
mm A gal rpsl xyl mtl thi hsdR 

MLE + (type sauvage) 



MATa uraZ hisZbartA 
suc2A9 



Rittrences ou sources 



Gibson (1984) 



Bullock et al. (1987) 



D'Enfert et al. (1987) 



Institut d'Oenologie 
de Bordeaux 

IMuoffer et al. (1991) 



25 Plasmides 

pJDC9 

30 pJ6D5 



35 



40 



45 



50 



pJ2C3 



pBluescript SK + 



pJF119EH/pJF119HE 



pJFED6/pJFHD6 



pJFEC3/pJFHC3 



pYeDP1/8-2 
55 pYMLEA 



Caracteristiques 

Em x .AlacZ( 6.95kb) 



R6f6rences ou sources 

Chen and Morrisson 
(1988) 



Fragment Sau3A de 5,5 kb 

du chromosome de Leuconostoc oenos 

Lo84.13dans pJDC9 

Fragment Sau3A de 3 kb 

du chromosome de Leuconostoc oenos 

Lo84.13 dans pJDC9 

Amp T > 2.96kb, lacZ reporter gene, 
M13 ori, pBR322 ori 

fact* rrnB Amp* (vecteur d' expression 
avec promoteur tac) 

Fragment £coRI-Psfl de 2,7 kb 
issu de pJ6D5 insert dans les 2 
orientations dans pJFI 19EH/pJF1 19HE 

Fragment Sal\-Xba\ de 1 ,6 kb 
issu de pJ2C3 ins6r6 dans les 2 
orientations dans pJF119EH/pJF1 19HE 

Vecteur d 'expression de levure 
Amp x uraZ 

pY DP1/8-2 portant le gfcne MLEA 



ce travail 

ce travail 

Stratagene 
Furste et al (1986) 
ce travail 

ce travail 



Cullin et Pompon 
(1988) 

ce travail 



o 



o 
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TaMoou 2. Snpirsssi si du g£ne MUEA dams Eecs4F AIR 118(12 
{Actifrfit<5 sp<5crfi«5UQ en mg do L-lactall© fomt<S par m§ do (p?©fl&)G) 



temps en minute 


pJF119EH 
(plasmide vide) 


pJFEOS 
(avec le g&ns MLEA) 


15 


0.05 


0.18 


30 


0.03 


0.26 


60 


0.03 


0.42 



pDasmodlGS pV©DPH/®.2 ©ft pVRfldJEA 

10 



Levure 


pYeDP1/8-2 jtemoin) 


pYMLEA 


Temps (h) 


0 24 48 


0 24 48 


DO 600 nm 

Biomasse 

9/1 


2.68 70.2 
1.2 3,16 


1,84 6 
0.8 2,7 


g/i 

L-malate residuel 
mM 


10 9.7 9,2 
75 72 69 


10 9.2 7,8 
75 69 59 


g/i 

L-lactate forme 
mM 


0,14 0,15 
1.5 1,6 


0,52 1 
5,8 11 


L-malste consomme g/l 
(pYMLEA-temoin) mM 




0.5 1,3 
3,7 9,7 


L-lactate forme g/l 
(pYMLEA-temoin) mM 




0,38 0,85 
4,2 9,4 


R 

«CHAMP_NON_VALIDE: 
Objeto 




1.13 0,97 
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REVENDICATIONS 

1 >, sequence d'ADN coroprenant un gene ou une partie 
d'un gene codant pour une enzyme malolactique et/ou un 
5 gene ou une partie d'un gene codant pour une malate 
permease, consistant en : 

a) tout ou partie de la sequence d'ADN SEQ ID n°l, 

b) toute sequence d'ADN capable d'hybrider sous 
conditions stringentes avec la sequence de a) et codant 

10 pour une enzyme malolactique ou une malate permease 

c) une sequence d'ADN codant pour une sequence 
d'acides amines identique aux sequences d'acides amines 

cod6es par a) ou b) 

2 - Sequence d'ADN selon la revendication 1 isolee 

15 de Leuconostoc oenos. 

3 - Vecteur de transformation capable de transformer 
une cellule h6te, ledit vecteur contenant tout ou partie 
d'une sequence d'ADN d^finie selon l'une des 
revendications 1 ou 2. 

2 0 4 - vecteur de transformation selon la 

revendication 3 ou le gene codant pour 1' enzyme 
malolactique est place sous controle de promoteurs et de 
terminateurs permettant une expression forte de ces genes 

dans la cellule note. 
25 5 - vecteur de transformation selon la 

revendication 3 oil le gene codant pour la malate permease 
est plac6 sous controle de promoteurs et de terminateurs 
permettant une expression forte de ces genes dans la 
cellule note. 

30 6 - vecteur de transformation selon l'une des 

revendications 3 a 5 de type integratif. 

7 - Microorganisme transform^ au moyen d'au moins 
un sequence d'ADN selon l'une des revendications 1 ou 2. 

8 - Microorganisme transform^ au moyen d'au moins un 
35 v cteur selon l'une des revendications 3 a 6. 

9 - Souche de Saccharomyces cerevisiae caracterisee 
par le fait qu' 11 est capabl de transformer au moins 
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80 % et d pr€f£r nc au moins 90 % de 1'acide maliqu 
present dans les moQts vinigues en acid lactigu . 

10 - Souche de \Saccharomyces cerevisiae selon l'une 
des revendications 7 ^ 9 caract£ris£e par le fait qu'elle 

5 possfede un transport transmembranaire passif ou facility 
/ (mutant de permeation) non limitant de 1'acide malique. 

11 - Souche de Saccharomyces cerevisiae selon l'une 
des revendications 7 S 10 caract£ris€e par le fait qu'elle 
poss&de un transport transmembranaire actif de 1'acide 

10 malique. 

12 - Souche de Saccharomyces cerevisiae selon l'un 
des revendications 7 k 11 caract6ris§e en ce qu'ell 
exprime k la fois au moins un gdne codant pour une malat 
permease et au moins un gSne codant pour une enzyme 

1 5 malolact ique . 

13 - Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la 
revendication 12 caractErisEe en ce qu'elle est capable 
d'exprimer au moins un gfene codant pour la malate permgas 
de Leuconostoc oenos. 

20 14 - Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la 

revendication 12 caractErisEe en ce qu'elle est capable 
d'exprimer au moins un gene codant pour la malate perm£as 
de Schizosaccharomyces pombe ou d'autres espSces de 
levures performantes dans 1 'utilisation du malate 

25 15 - Souche de bactErie transform6e selon l'une des 

revendications 7 ou 8 de mani&re k transformer au moins 90 
% de 1'acide malique present dans les moats viniques en 
acide lactique. 

16 - Proc6d6 de transformation d'un microorganisme, 

30 notamment du type susceptible d'etre utilise comme ferment 
ou levain pour 1' Elaboration des boissons fermentEes, 
caractErisE en ce que l'on introduit dans ledit 
microorganism au moins un acide nuclEiqu s Ion les 
revendications 1 Si 2. 

35 17 - ProcEdE de transformation d'un microorganisme, 

notamment du type susc ptible d'etre utilise comme ferment 
ou levain pour 1 1 Elaboration des boissons fermentEes, 
caractErisE en ce que l'on introduit dans ledit 
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microorganisme au moins 
revendications 3 & 6. 

18- Utilisation des 
revendications 7 & 15 pour 
ferment6es 

19 - Utilisation des 

i 

revendications 7 k 15 pou 
malolactique. 



un vecteur s Ion 1 s 

souches selon les 
1' Elaboration de boissons 

souches selon les 
la fabrication d' enzyme 
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Planche 1/8 



Sci 



El 
-+- 



H //I 

H — h 



51 



pJ6D5 



H H 

:H-h 



51. fli a 



1 — I- 



pJ2C3 



MLEA 



MLEP 



400pb 



FIGURE 1 
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FIGURE 2 - 1/4 Planche 2/8 

SEQ ID N0:1 

- Longueur : 3001 paires de bases 

- Type 4 : ADN 

- Sequence codant pour 1' enzyme malolactique (de 364 & 1989) 
et la malate permease (de 1989 & 2933) de Leuconostoc oenos. 

GAATTCAATG i TTGGTTGATT CATTCGGTCA ATTTCTTCGT GGGCGGCAAC CACTTCTTCA 60 

AGAATTTTTT TGGCGTGTTT TTCAAAAACT TTTCCAGCTT CCGTCAAAGA AATCTCGCCA 120 

TGCGACCGAT TGCGATTAAT TAGAGTTTTT TTCATCTCGT TTTCTAAACG CTGAATGGCA 180 

AAGGAAATTG TCGGTTGACT GACATTGAAA AAAATAGCTG TTTTTGAAAA GGATTCAAGT 240 

TCGGATAACT TGTCGAAGTA TTCGATATCG GTGAATTTCA TATAAGATAA TTTTATCTCT 300 

TTTATAAGTT TTGACTATAT TAATCCTAAT GG AATATGAT AATGTGGTTC TTGAGGAGAA 360 

AAT ATG ACA GAT CCA GTA AGT ATT TTA AAT GAT CCT ITT ATT AAC AAA 408 
MET Thr Asp Pro Val Ser He Leu Asn Asp Pro Phe lie Asn Lys 
1,5 10 15 

GGA ACT GCT TTT ACG GAA GCG GAG AGA GAG GAG CTT GGT TTA AAC 453 

Gly Thr Ala Phe Thr Glu Ala Glu Arg Glu Glu Leu Gly Leu Asn 
20 25 30 

GGT TTA TTA CCG GCC AAG GTT CAG GCT TTA CAA GAG CAA GTT GAT 498 
Gly Leu Leu Pro Ala Lys Val Gin Ala Leu Gin Glu Gin Val Asp 
35 40 45 

CAG ACT TAT GCT CAA TTT CAA AGC AAG GTT TCA AAT CTC GAA AAA 543 
Gin Thr Tyr Ala Gin Phe Gin Ser Lys Val Ser Asn Leu Glu Lys 
50 55 60 

CGA TTG TTT TTA ATG GAA ATA TTC AAT ACG AAT CAC GTC TTG TTT 588 
Arg Leu Phe Leu MET Glu He Phe Asn Thr Asn His Val Leu Phe 
65 70 75 

TAT AAG CTT TIT TCT CAA CAT GTT GTT GAA TTT ATG CCA ATT GTT 633 
Tvr Lys Leu Phe Ser Gin His Val Val Glu Phe MET Pro He Val 
80 85 90 

TAT GAC CCG ACA ATT GCT GAT ACA ATT GAA AAT TAT TCG GAA TTA 678 
Tyr Asp Pro Thr He Ala Asp Thr He Glu Asn Tyr Ser Glu Leu 
95 100 105 

TTT GTT GAA CCG CAA GGT GCC GCT TTT TTG GAT ATT AAT CAT CCG 723 
Phe Val Glu Pro Gin Gly Ala Ala Phe Leu Asp He Asn His Pro 
110 H5 120 

GAA AAC ATT CAA TCG ACT CTG AAA AAT GCT GCT AAT GGC CGC GAT 768 
Glu Asn He Gin Ser Thr Leu Lys Asn Ala Ala Asn Gly Arg Asp 
125 130 135 

ATC AAG CTG CTG GTC GTT TCT GAT GCC GAA GGT ATT CTT GGG ATT 813 
He Lys Leu Leu Val Val Ser Asp Ala Glu Gly He Leu Gly He 
140 145 150 

CGA GAC TCG GGT GTC CAG GGT GTT CAT ATT GCT GTC GGC AAA CTG 858 
Gly Asp Trp Gly Val Gin Gly Val Asp He Ala Val Gly Lys Leu 
155 160 165 



ATC GTT TAT ACA GTT GCG GCC GGA ATC GAT CCA TCA ACA GTT CTT 
MET Val TVr Thr Val Ala Ala Gly He Asp Pro Ser Thr Val Leu 



903 



o o 

FIGURE 2-2/4 Planche 3/8 

170 ' 175 180 

GCA GTT GTT ATT GAT GCT GGA ACA AAT AAC GAA AAG CTT TTG AAA 948 
Ala Val Val He Asp Ala G^y Thr Asn Asn Glu Lys Leu Leu Lys 
185 I 190 195 

GAT CCT ATG TAT TTG GGA AAT AAA TTT AAT CGT GTT CGT GGC GAT 993 
Asp Pro MET Tyr Leu Gly Asn Lys Phe Asn Arg Val Arg Gly Asp 
200 205 210 

AAG TAC TAT GAT TTT ATC GAC AAA TTT GTT AAT CAT GCC GAA TCG 1038 
Lys Tyr Tyr Asp Phe lie Asp Lys Phe Val Asn His Ala Glu Ser 
215 220 225 

CTT TTT CCT AAT TTA TAT TTG CAT TGG GAA GAT TTT GGC CGT TCG 1083 
Leu Phe Pro Asn Leu Tyr Leu His Trp GLu Asp Phe Gly Arg Ser 
230 235 240 

AAT GCT TCT AAT ATC TTA AAC AGC TAT AAA GAT AAA ATT GCT ACT 1128 
Asn Ala Ser Asn He Leu Asn Ser Tyr Lys Asp Lys lie Ala Thr 
245 250 255 

TTT AAT GAT GAT ATT CAA GGA ACT GGA ATC GTC GTT CTT GCC GGC 1173 
Phe Asn Asp Asp He Gin Gly Thr Gly He Val Val Leu Ala Gly 
260 265 270 

GTT CTT GGA GCG TTG AAG ATT TCC GGT CAG AAA TTA ACT GAT CAA 1218 
Val Leu Gly Ala Leu Lys He Ser Gly Gin Lys Leu Thr Aso Gin 
275 280 " 285 

ACT TAC ATG AGC TTC GGT GCC GGA ACT GCT GGA ATG GGA ATT GTT 1263 
Thr Tyr MET Ser Phe Gly Ala Gly Thr Ala Gly MET Gly He Val 
290 295 300 

AAA CAG TTG CAT GAA GAA ATG GTT GAA CAG GGT CTT TCC GAC GAA 1308 
Lys Gin Leu His Glu Glu MET Val Glu Gin Gly Leu Ser Asp Glu 
305 310 315 

GAG GCT AAA AAG CAT TTC TTC CTT GTT GAC AAA CAA GGC CTC TTG 13 53 

Glu Ala Lys Lys His Phe Phe Leu Val Asp Lys Gin Gly Leu Leu 
320 325 330 

TTT GAC GAT GAT CCG GAT TTA ACT CCA GAG CAA AAG CCT TTC GCT 1398 
Phe Asp Asp Asp Pro Asp Leu Thr Pro Glu Gin Lys Pro Phe Ala 
335 340 345 

GCT AAA CGA AGT GAT TTC AAA AAT GCT AAT CAA TTG ACC AAT CTC 1443 
Ala Lys Arg Ser Asp Phe Lys Asn Ala Asn Gin Leu Thr Asn Leu 
350 355 360 

CAA GCA GCT GTT GAA GCT GTC CAC CCG ACC ATT TTG GTC GGA ACC 1488 
Gin Ala Ala Val Glu Ala Val His Pro Thr He Leu Val Gly Thr 
365 370 375 

TCC ACA CAT CCA AAT TCC TTT ACT GAA GAA ATT GTT AAA GAT ATG 1533 
Ser Thr His Pro Asn Ser Phe Thr Glu Glu He Val Lys Asp MET 
380 385 390 

TCT GGT TAT ACT GAA AGA CCA ATC ATT TTT CCA ATT TCC AAT CCA 1578 
Ser Gly Tyr Thr Glu Arg Pro He lie Phe Pro He Ser Asn Pro 
395 400 405 



ACA AAA TTA GCC GAA GCA AAA GCC GAA GAT GTT TTG AAA TGG TCT 
Thr Lys Leu Ala Glu Ala Lys Ala Glu Asp Val Leu Lys Trp Ser 
410 415 420 
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FIGURE 2 - 3/4 Planche 4/8 

AAT GGA AAA GCC TTG ATC GGT ACT GGT GTT CCA GTT GAC GAT ATT 
£n Sly Lys Ala Leu lie Gly Thr Gly Val Pro Val Asp Asp lie 

*■ , k 425 

GAA TAT GAG GGC AAC GCT TAC CAA ATC GGT CAG GCC AAC AAT GCC 
Glu Tyr Glu Gly Asn Ala Tyr Gin He Gly Gin Ala Asn Asn Ala 
440 445 

TTG ATC TAT CCA GGT CTT GGC TTT GGT GCC ATT GCC GCT CAA TCA 
Leu He Tyr Pro fly Leu Gly Phe Gly Ala lie Ala Ala Gin Ser 
455 460 * 03 

CTG ctt ACG CCT GAA ATG ATT TCT GCT GCT GCC CAT AGT CTT 
£s Z 21 Thr Pro Glu MET lie Ser Ala Ala Ala His Ser Leu 
470 475 

GGA GGA ATC GTT GAT ACA ACA AAA GTT GGT GCT GCT GTT TTG CCA 
SJ SJ S VaT Asp Thr Thr Lys Val Gly Ala Ala Val Leu Pro 
48S 490 

rCA GTT TCA AAA TTA GCC GAC TTT TCG CGT ACA GTC GCT GTC GCT 
Pro VaT S Lyt 2 Ala Asp Phe Ser Arg Thr Val Ala Val Ala 
500 505 

GTC GCT AAA AAA GCT GTT GAA CAA GGT CTT AAT CGC CAG CCG ATT 
S5 Ala Lys £yt Ala Val Glu Gin Gly Leu Asn Arg Gin Pro lie 
515 520 

GAT GAT GTT GAA AAG GCC GTC GAC GAT TTG AAG TGG GAT CCG AAA 

Lys 
530 



r . aT GAT GTT GAA AAG GCC GTC <^A<~ x i.« *■ - ' 

2p Jsp Sa! Glu Lys Ala Val Asp Asp Leu Lys Trp Asp Pro Lys 



1668 



1713 



1758 



1803 



1848 



1893 



1938 



1983 



1989 



TAC TAA 

*** "ATG AAT GCT TTT ATT ACG AGT GTT GAG AGT GTC GTA GAA ATT GTT 2033 
MET Asn Ala Phe He Thr Ser Val Glu Ser Val Val Glu lie Val 
1 5 10 

CTA GTG ATC GCT TTA GGT TAT GTT TTA AGG AGA TCG GGT AAA TTA 2078 
2u" Val lie Ala Leu Gly Tyr Val Leu Arg Arg Ser Gly Lys Leu 
20 25 

GCC GAC TCT TTT AAA GGG AAT ATC TCG TAT TTG ATT ATG AAT ATT 2123 
£a ™ £r £e Lys Gly Asn lie Ser Tyr Leu lie MET Asn lie 
35 40 * 3 

GCC CTG CCG CTG TCG ATT TTT GTT AGC GTG CTG ACT TAT TTG ACC 2168 
Sa Leu Pro Leu Ser lie Phe Val Ser Val Leu Thr Tyr Leu Thr 
50 55 

ran GAT AAA TTA GTT AGT CTG TCT GGC GGT TTG GTT TTC GCT GCG 2213 
SI t% 2u VaT Ser Leu Ser Gly Gly Leu Val Phe Ala Ala 



65 



GCT AGT TTT GCT GTC AGC TAC GTG CTC GCT TAT TTG ATC ACA AAA 2258 
E sU P^ Ala Val Ser Tyr Val Leu Ala Tyr Leu He Thr Lys 
80 85 90 

ATT TTT AAA ATT CGC CTT GGT CGT CGT GGA ACA TTT ATC AAT ATG 2303 
51 E J£ S" jrg Val Gly Arg Arg Gly Thr Phe He Asn MET 

TTT GTT AAC GCT AAT ACG ATT TTT ATC GGT TTA CCG CTA AAT TCG 2348 
Phe Val Asn Ala Asn Thr lie Phe lie Gly Leu Pro Leu Asn Ser 
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no 



115 



120 



GCT TTG TTC GGT 
Ala Leu Phe Gly 



ACG AAG TCT ATG CCT TAT TTC TTA ATT TAT TAT 2393 
Thr iys Ser MET Pro Tyr Phe Leu lie Tyr Tyr 
125 130 135 



GTT ATG AAT ACA 
Val MET Asn Thr 



ATC TCG ACG TGG GCA ATT GGC ATC TTC TTT ATT 2438 
He Ser Thr Trp Ala He Gly He Phe Phe He 
140 145 150 



TCA TCC GAT GAT 
Ser Ser Asp Asp 



CCA ACG AGG GAT AAG ACG GAA AAA CAA AGT TTT 2483 
Pro Thr Arg Asp Lys Thr Glu Lys Gin Ser Phe 
155 160 165 



AAT TGG AAA AAG 
Asn Trp Lys Lys 



TTA TTA CCA ATG CCA TTA GTT GGT TTC TTG ATT 2528 
Leu Leu Pro MET Pro Leu Val Gly Phe Leu He 
170 175 180 



TCG ATT GTT GTT 
Ser He Val Val 



CTG CTT TTG GCA ATC CCG ATT CCC GGA TGG GTT 2573 
Leu Leu Leu Ala He Pro He Pro Gly Trp Val 
185 190 195 



AGC ACG ACT TTT 
Ser Thr Thr Phe 



TCC ATG GTT GGC GGA ATT GTG ACG CCG ATG TCT 2618 
Ser MET Val Gly Gly He Val Thr Pro MET Ser 
200 205 210 



CTG ATA TAT ATC 
Leu He Tyr He 



GGA ATT ATT TTG GCT GAT GCT GGA TTG AAA TCG 2663 
Gly He He Leu Ala Asp Ala Gly Leu Lys Ser 
215 220 225 



ATT CAT TTC GAT 
He His Phe Asp 



CGC GAT TCG ATT TTA GCC TTA ATC GGC CGT TTC 2708 
Arg Asp Ser He Leu Ala Leu He Gly Arg Phe 
230 235 240 



ATC ATT GTT CCG 
He He Val Pro 



GCG GTT ATG ATT ATA ATT TTA AAA TTG TTT GGC 2753 
Ala Val MET He He He Leu Lys Leu Phe Gly 
245 250 255 



GGA TCA ATG CCA 
Gly Ser MET Pro 



AAG CTT GAA TCT TCA ACG CTG ATT ATT CAA GCA 2798 
Lys Leu Glu Ser Ser Thr Leu He He Gin Ala 
260 265 270 



GCT GCT CCT GGA 
Ala Ala Pro Gly 



CTG GCT GTT TTG CCG ATC TTG GTT GGA CAA AAT 2843 
Leu Ala Val Leu Pro lie Leu Val Gly Gin Asn 
275 280 285 



CAT GGT GAC GTT 
His Gly Asp Val 



GAA TAT GCA ACA AAT GTC GTT ACG ACT TCA ACG 2888 
Glu Tyr Ala Thr Asn Val Val Thr Thr Ser Thr 
290 295 300 



GTG CTC TTC GTG 
Val Leu Phe Val 



ATT GTT GTG CCG ATC TTG ATG CAG TTT GTC TAA 2933 

He Val Val Pro He Leu MET Gin Phe Val 

310 315 



TGATAATTTA CGATTGAAAG ACTTACGCTC CGTAAGTCTT TTTTTCTTGT ACAATTTTAA 2993 



TCAGGTAG 



3001 
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kDa 



3 4 5 6 
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I 

^ FIGURE 5 

■ I 

Feuille de calculi Graphique 1 



Entree du L-malate. 




20 40 60 120 

temps (sec) 
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